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Titolo: Mezzo_dLcoltura^^^ 

- DESCRIZIONE 

Camoo di aoulicazione 

La presente invenzione riguarda il settore tecnico degli agenti 
5 fitosanitaii. 

In particolare, rinvenzione si riferisce ad un mezzo di coltura per funghi 
filamentosi, piii in particolare per funghi nematofagi. 

Arte nota 

Uutilizzo di microrganismi e in particolare di funghi come agenti 
10 fitosanitari costituisce una pratica sempre piu frequente. 

Prodotti a base di funghi sono gia commercializzati per la lotta contro 
insetti, funghi fitopatogeni e altri parassiti delle colture agricole. 

Ad esempio, nel brevetto US 5 811 092 sono descrittl agenti nematofagi 
per combattere nematodi dei geneii Meloidogyne, Hetheroderu e 
15 Ditylenchus, costituiti da particolari ceppi di Arthrobotrys conoid.es 
Dreschsler, un fungo filamentoso. 

I succitati nematodi sono responsabili di gravi malattie a caxico di 
vegetali e funghi e causano perdite economiche ingentissime, poiche 
— p^ rtano aji a cbmpromissione di una percentuale di raccolto delTordine 
20 del 50-70%, 

L'utilizzo di funghi nematofagi, in alternativa agli usuali antiparassitari 
chimici (ad es- bromuro di metile, tricloronitrometano, dicloropropene 
ecc.) da applicare al terreno prima di iniziare la coltivaaone o ai 
carbammati applicati alle colture, consente di evitare gravi 
25 inconvenienti, quali la sterilizzazione del terreno, la distruzione 
dell'equilibrio ecologico e la potenziale tossicita verso l'uomo e gli 
animali. 
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I f unghi nematofagi sono pertanto parttcolaxxne nte adatti ad essere 

^nhzzal i in coltivazioni di agricoltura a essere 

un costo niutt oste _ ^Jl?^^™ 0 *^ m * P-^tano tuttora 



un costo ni,,^^ , """^ ma - Presentano tuttora 

un costo piuttoste-elevato, conseguente alia difficolta di produrH 
mdustrialmente con rese elevate, proaurh 

5 E' dunque sentita 1'esigensa di avere a disposizione funghi nexnatofasi 
per l'uso in agricoltura di costo meno elevate. nematofagi 

D problema alia base dell, preserve Wnzione e state quelle di mettere 

Barter™ T * C ° ItUra PSr » *™ tosi e * 

10 !T ^ ta * 1 nematof ^ che consents di produrre tali 

10 microrganxsxni a livello industriale con rese elevate e tempi brevi con 

conseguente diminuzione del costo del prodotto finale. 

Sommarin deH'inven^fnnp 

Un tale problema e state risolto, secondo 1 Wnzione, da un mezzo di 
coltura per funghi filamentosi comprendente almeno una fonte di 
Carb0m ° SCelta dal S^PP 0 ^tituito da melassa, estratfo di malto e 
saccaros io e almeno una fonte di azote organico scelta tra estratto di 
hevito e "corn steep liquor". 

ln feri ^ ate la SUddGtta ^ a *nta di carbonic costituisce da 

20 Iw "t peS ° pe5 ° S6CCO del mezzo * coltura e suddetta 

20 almeno una fonte di azote organico costituisce da 15 a 30% in peso del 
peso secco del mezzo di coltura. 



II mezzo di coltura secondo la presente invenzione pud inoltre 
comprendere una fonte di azote minerale, costituita da nitrati o sail 

25 LT n r°' " Uddetta f ° nte * 32010 ^ generalmente 

25 aggmnta gradualmente al mezzo di coltura durante la crescita dei 
fangm m una quantita non superiore al 10% in peso del peso secco del 
mezzo di coltura e generalmente compresa fra 5 e 8% in peso. 

Una composite di mezzo di coltura preferita della presente 

30 7TT*n C ° StitUita ^ 7 ^ 85% eStratt ° * malto * 15-25% esu-atto 
30 dx wo (le percenter Son o, come nel prosieguo della presente 
descnzione, m peso sul peso secco del mezzo di coltura). 
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Un altro mezzo di coltura preferito secondo l'invenzione comprende 60- 

65%~di^trrelassa, 10-lb% di saccarosio, 10-15% di com steep liquor e 

_10-15% di estratto di lievito. Vantaggiosamente tale mezzo~di coltura 
contiene., in aggiunta, da 5 a 8% di una fonte di azoto minerale, in 
5 particolare idrogenofosfato di diammonio, 

Un ulterior© mezzo di coltura preferito secondo la presente invenzione 
contiene due sorgenti di carbonio, owero estratto di roalto, in quantita 
del 25-30%, e melassa, in quantita del 40-45%, nonche corn steep 
liquor, in quantita del 25-30%. 

10 Descrizione dettaeliata deU'invenzione 

La presente invenzione sara ulteriormente descritta facendo riferimento 
ad alcuni esempi di realizzazione fomiti a titolo illustrativo e non 
limitativo. 

Prima di procedere con Mlustrazione degli esempi, si ritiene utile fomire 
15 alcune precisazioni circa i component! del mezzo di coltura secondo 
Tinvenzione. 

Quali fonti di carbonic si utilizzano Testratto di malto e/o la melassa 
e/o il saccarosio. 

L'estratto di malto e ottenuto per germinazione di chicchi di cereali 
20 (generalmente orzo). Al momento della genninazione vengono prodotti 
particolari enzaini (amilasi), die permettonoJa trasformasione delTamido 
in zuccherL L'estratto di malto contiene circa 60% di maltosio, vitamine 
e mimerosi oligoelementi. 

La melassa costituisce am sottoprodotto delTindustria zuccheriera e si 
25 presenta sotto forma di un liquido viscoso bruno-nero, contenente 10% 
di acqua, 35% di saccarosio, 20% di altri zuccheii e 15% di ceneri. 

Qiiali fonti di azoto organico si utilizzano Testratto di lievito e il corn 
steep liquor. 

L'estratto di lievito e ottenuto per autolisi di Saccharomyces cerevisiae e 
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20 



15 



«n contenuto dl azoto o-anunfafco ^ s% . ^° t ° totale deI 10/4 e 

OuJt'JlJT 111 MqUa <*»*"»*■*<> anidride solforosa. 

Quert ultano reagame consanta di dtooisanWe il reticolo proteico che 
cuaonda d'amido e oft. il vantaggfc di impede U^Z^t 

na un contenuto di azoto totale del 7% e d „n ™* a + _ 4 
—-into <wn.7» a condone al^i 5% * ™ ^HT dt T° ^ 
3% dl fosforo e 17% di mineral! dlver8L * * A * potassl °- 

Sono at^ aperimentatt div ersi zne^ di coltuia basati sulle fonti di 
nana aeguend txe s^e ^ ^ POSSOn ° eSSere claaaificati 

meai a vent! come fonte prfacipale di carbonio restart* di 



20 



25 



30 



- serie 2: mezzi aventi come fonte principal di carbonio la melassa; 

" S, T>T T** fonte Principale di carbonio e costituita da 

estratto di malto e melassa. aa 

l^venX^^ organico dei me^ondo" 

Iinvex^one puo essere diminuito, sostituendo parte di tale fonte * 

-^o^co con una fonte di azoto inorganico (nitfan o C TO 

Quesfaggiunta di azoto inorganico in corso di coltura consent „ 
migliore nutrizione del microrganismo e, nel caso de^go maTltoT 
un rafforzamento dei fflamenti miceliali, filamentoso, 

La sostituzione di parte della Font*, hi =,~««.~. ~ 

^.^cc aeua tonte di azoto organico con una fonte di 
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azoto inorgaxrico presenta anche il vantaggio di co rnportaxe una 

dimin.xi2iorre~d.ei cosu di prodU2ione ? poiche le fonti di azoto organico 

(estratto di lievito-ecom steep-liquor) costituiscono il components piu 
costoso del mezzo di coltura secozido I'invenzione, 

5 II mezzo di coltura secondo l'invenzione e particolarmente adatto ad 
essere utilizzato per la produzione di funghi filamentosi della faroiglia 
dei Moniliales. In paxticolare, negli esempi sotto indicati sono stati 
utilizzati funghi filamentosi di Arthrobotrys conoides Dreschsler, 

ESEMPIO 1 

10 Si tratta di un mezzo di coltura della serie 1. 

La coltura del fungo filamentoso e stata eseguita in Erlen da 300 ml, 
contenente 150 ml di mezzo di coltura. 

II mezzo era costituito da 20 g/1 di estratto di malto e 4 g/1 di estratto di 
lievito ed era stato sterilizzato prima di essere seniinato con conidi del 
fungo in questione. 

La coltura e stata protratta per 6 giorni dalla semina ad una 
temperatura di circa 27°CX 

A partire dal terzo giorno sono stati effettuati prelievi di campioni del 
mezzo di coltura per determinare la massa secca (g/1) e il numero di 
propagoli (CFU/1). Per deteiminare la massa secca, 20 ml del mezzo di 



15 



20 



coltura sono "stati filtrati e poi portati a secco in stufa a 100°C per 24 
ore. II numero di propagoli e stato determinato su 1 ml di mezzo di 
coltura. 

Si sono ottenuti i risultati riassunti xiella seguente tabella 1 



25 



Tal 


bella I 


giorno 


PH 


Massa secca 
(g/1) 


CFU/1 


0 


6 


0 


0,00 
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=^26- 
5,79 
6,56 
6,11 



— Jt505- 
3,345 

_ 5,05 
9,895 



ESEMPIO 2 



r^792-rQ3- 

. 1,30109 
4,43- 1Q9 



J 



5 ^!7Ti T° Sta S 16 SteSSe deU ' es ^ 1, con IWca different 
^na^S SOn ° « ^ « — — • * 

II minireattore in questione a un contenitore con fondo bombato 

P ™* a P ^ * * xiscladat^ e * 

ranreddamento, di mes* per insufflare aria, nonche di sonde per fa 
10 nlevaaone di pH, Cfc e temperatura. P ia 

Sono stati ottenuti i risultati riassunti nella seguente tabella 2. 



Giorno 


pH 


Massa secca 
fe/11 


CFU/1 


0 


6 


0 


0,00 


1 


5,51 


1,175 


2,50106 


2 


5,5 


1,3825 


1,80107 


3 


6,61 


1,59 


8,50- 1C 


! 4 


5,4 


4,03 


9,6010 s 


5 


5,13 


4,29 


1,27-109 



^Bpf. .zei t :ll/02/?004.J5:08_ 



a^nr j93Q.R,0J3,^.. 



11. FEB. 2004 15:07 



M. ZflRDI & CO. +41 091 9106509 ' 



NR. 254 P. 14/22 



-7 





6 


5,08 


57625 


3,1010 9 






"~ 7 


5,5 


7,848 


6,08- 109 





20 



Al teimine di sette giorni di coltura si ottengono dunque quasi S graratni 
di funghi per litro di mezzo di coltura con un mimero di propagoli di 
6,08-10^. 

ESEMPIO 3 

5 Si tratta di una prova realizzata con un mezgo di coltura deUa sexie 2, 

La coltura del fungo filamentoso e stata eseguita in Erlen da 300 ml, 
contenente 150 ml di mezzo di coltura. 

n mezzo era costituito da 25 g/1 di melassa, 5 g/1 di saccarosio, 5 g/1 di 
com steep liquor e 5 g/1 di estratto di lievito ed era stato sterilizzato 
10 prima di essere seminato con conidi del fungo in questione. 

La coltura e stata protratta per 6 giorni dalla semina ad una 
temperatura di circa 27°C. 

A partire dal terzo giomo sono stati effettuati prelievi di campioni del 
mezzo di coltura per determinare la massa secca (g/1) e il numero di 
15 propagoli (CFU/1). Per determinare la massa secca, 20 ml del mezzo di 
coltura sono stati filtrati e poi portati a secco in stufa a 100°C per 24 

^^3re._Il^i«nero^di~propagoli e statodetermiiiato-sur-1^^ 

coltura. 

Si sono ottenuti i risultati riassunti nella seguente tabella 3 

Tabella 3 



giomo 


PH 


Massa secca 
(g/D 


CFU/1 


0 


5,07 


0 


0,00 


3 


4,87 


1,58 


3, 12- 107 



^ : 5nPt.zei.fall/n?/7n04 15:0.8-,: 



,EmPf.nr.; 93aP..Q14^ 



11. FEB. 2004 15:0? 



M. ZflRDI a CO. +41 091 9106509 



NR. 254 * P. USS22.- 



- 8 - 



-4^-20- 



6,46 



6,98 



^82- 



6,76 



9,995 



1,40108 



1,30-109 



3,6510 9 



ESEMPIO 4 

ST !' condmoni sperimentali sono state le stesse 

deU'esempio 3, con Tunica different che i m n«r.- ^ • 

Sono stafl ottenuti i rieuluti ria^mms neUa seguente tabeUa 4; 

Tabella 4 



Gioma 



PH 



5,07 



5,04 



Massa secca 
fg/D 



2,675 



-5 ; 01 



4 



5,44 



CFU/1 



0,00 



9,9010? 



6,11 



6,69 
7,32 



5,125 
8,295 



2,75 



7,65 



3,485 



10,164 



~3700aQ8- 



5,00>1Q8 



8,20- 1Q8 



1,07109 



2.101Q9 



3,77 1 09 



10 I riportati per i giomi da! ^tato ta poi posBono appaifre 
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anomali ma cid e dovuto soltanto ad un'ecc essiva concentrazione di 

ftmg^nel mezzo di coltura, che non permette piu di effettuare prelievi 

omogenei. . 

L'ultimo prelievo e stato effettuato direttamente nel reattore, 

5 Si ottengono in questo caso, in sette giorni, oltre 10 grammi di funghi 
per litro di mezzo di coltura con un contenuto di propagoli di 3 ? 77-10 9 . 

ESEMPIO S 

Si tratta di una prova realizzata con un mezzo di coltura della serie 3, 

La coltura del fungo filamentoso e stata eseguita in Erlen da 300 ml, 
10 contenente 150 ml di mezzo di coltura. 

II mezzo era costituito da 15 g/1 di melassa, 10 g/1 di estratto di malto e 
10 g/1 di corn steep liquor ed era stato sterilizzato prima di essere 
seminato con conidi del fungo in questione. 

La coltura e stata protratta per 6 giorni dalla semina ad una 
15 temperatura di circa 27°C. 

A partire dal terzo giomo sono stati efiettuati prelievi di campioni del 
mezzo di coltura per determinare la massa secca (g/1) e il numero di 
propagoli (CFU/1), Per determinare la massa secca, 20 ml del mezzo di 
coltura sono stati filtrati e poi portati a secco in stufa a 100°C per 24 
20 ore. n numero di-propagoli^e^stato~deteiminato su l' nilli'mezgo di 
coltura. 

Si sono ottenuti i risultati riassunti nella seguente tabella 5 



Tabella 5 



Giomo 


ph 


Massa secca 


CFU/1 


0 


4,7 


0 


0,00 



11. FEB. 2004 15:07 



M. ZflRDI a CO. +41 091 3106509 



— NR. 254 * P. 17/22 



10- 



4 - 



- 4 ^9- 
_ 4T62~ 
_ 5,25 
6^03 



"37815 

_5,57 

J3,555 



1,78 1Q8 
, 1,23-109 
1.351Q9 



ESEMHO 6 

deUesempxo 5, con l'unica different che i nr P i.w ^ • teSSe 
. . .. . ^" wcuza cne i prelievi dei campioni sonn 

«"aati gm U gtomo successive alia semtaa dei conidi. 

Sec statt ottsnuti i risuftatt tbmnaM neUa Begurate tobeUa R 



Giomo 


IctC 

PH 


eua o 

Massa secca 
fg/D 


CFU/1 


0 


4,7 


0 


0,00 


1 


4,61 


2,905 


5,60106 


2 




3,085 




3 


4,56 


3,265 


6,0010'' 
1,23-108 


4 


6,11 


5,295 




5 


5,99 


5,88 


3,20- 10 s 
7,00108 


6 


6,94 


6,305 


9,50-108 


7 


7 


10,026 _j 


2,22- 109 



Sen, 8teH dunque ottmutij fa ^ ^ ofea 1(j gramn . ^ ^ 
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per litxo di mezzo di coltura con un cont enuto di propagoli di 2,22- 10 9 . 
ESEMPIO T „ 

n mezzo di coltura delTesempio 3 e stato modificato come segue, in 
maniera tale da ridurre il contenuto delle due fonti di azoto organico, 
5 che costituiscono i componenti piu costosi: 

25 g/1 di melassa; 

S g/1 di saccarosio; 

2,5 g/1 di corn steep liquor; 

2,5 g/1 di estratto di lievito. 

10 Con tale mezzo di coltura e stato eseguito un test (A) di coltura del 
fungo summenzionato, in confronto con altri due test (B e C) di coltura, 
in cui e stato utilizzato lo stesso mezzo di coltura ma si e proceduto ad 
aggiunte successive di una fonte di azoto ininerale, a partire dal quarto 
giorno. 

15 Nel test B sono stati aggiunti 0,21 g di idrogenofosfato di diammonio per 
3 volte a partire dal quarto giorno (precisamente al quarto, sesto e 
ottavo giorno), per un'aggiunta totale di 0,63 g, e nel test C ne sono stati 
aggiunti 0,28 g per tre volte, sempre a partire da quarto giorno 
(precisamente al quarto, sesto e ottavo giorno), per un'aggiunta totale di 

-20— 0*84-^ ~~ 

Le prove sono state condotte in Erlen da 500 ml, contenenti 300 ml di 
mezzo di coltura, sterilizzato prima della semina dei conidi. 

Al nono e ultima giorno di coltura, il contenuto d'azoto totale del mezzo 
di coltura tal quale (A) era pari a 0,85 g/1 mentre nei mezzi addizionati 
25 di idrogenofosfato di diammonio (A e B) era pari iispettivamente a 1,05 
g/1 (A) e 1,26 g/1 (B). 

A partire dal terzo giorno sono stati effettuati, ogni due giorni, prelievi di 
campioni del mezzo di coltura per determinate la massa secca (g/1) e il 
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dx coltura. llimai:o Su 1 mldi mezzo ~ 

Sono statt ctt^ua i risutali riassunti „eHa S eg„en te tabelia 7: 











Tabelia 7 




A 
PH 


1* 

MS 


A 
CPU 


B 
PH 


B 
MS 


B 

CFU 


C 
pH 


C 
MS 


C 

CFU i 


0 


5,06 


0,00 


0,00 


5,06 


0,00 


0,00 


5,09 


0,00 




3 


4,92 


3,94 


5,50-106 


4,80 


2,84 


2,50- 10* 


4,80 


3,36 


0,00 


5 J 


5,12 


3,44 


1,75108 


4,89 


4,57 


4,73-108 


5,30 


3,48 


2,5010* 
3,05-1 0 s 


7 


6,68 


6,45 


1,58-109 


5,47 


8,32 


3,15 10* 


6,39 


5,48 


4,00109 


9 


7,14, 


8,63 


3,20-109 


5,44 


11,30 1 


7,25-109 


5,86| 


7,86 


6,78-109 1 


MS = massa secca (g/1). 









CFU - propagoli/litro. 

numaro di propagoB a parita di tempo * M 



15 
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-RIVENBIGASOm 



1. Mezzo di coltura peiHunghi filameritosi cornprendente almeno una 
fonte di carbonic? scelta dal gruppo costituito da melassa, estratto di 
malto e saccarosio e almeno una fonte di azoto organico scelta tra 

5 estratto di lievito e "corn steep liquor". 

2, Mezzo di coltura secondo la rivendicazione 1, in cui detta almeno una 
fonte di carbonio costituisce da 70 a 85% in peso del peso secco del 
mezzo di coltura e detta almeno una fonte di azoto organico costituisce 
da 15 a 30% in peso del peso secco del mezzo di coltura, 

10 3. Mezzo di coltura secondo la rivendicazione 1 o 2, cornprendente 
ulteriormente una fonte di azoto minerale. 

4. Mezzo di coltura secondo la rivendicazione 3, in cui detta fonte di 
azoto minerale e contenuta in una quantita non superiore al 10% in 
peso del peso secco del mezzo di coltura e preferibilmente compresa fra 

15 5 e S% in peso. 

5. Mezzo di coltura secondo la rivendicazione 3 o 4, in cui detta fonte di 
azoto minerale e costituita da nitrati o sali d'ammonio. 

6. Mezzo di coltura secondo una qualunque delle rivendicazioni 1 e 2, 
costituito da 75-85% estratto di malto e 15-25% estratto di lievito, in 

20 cui dette percentuali sono in peso sul peso secco di detto mezzo di 



7. Mezzo di coltura secondo la rivendicazione 1 o 2, cornprendente 60- 
65% di melassa, 10-15% di saccarosio, 10-15% di com steep liquor e 
10-15% di estratto di Eevito. 

25 S. Mezzo di coltura secondo la rivendicazione 7, cornprendente 
ulteriormente da 5 a 8% di una fonte di azoto minerale. 

9. Mezzo di coltura secondo la rivendicazione 8, in cui detta fonte di 
azoto minerale e costituita da idrogenofosfato di diammonio. 



coltura. 
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15 



10. Mezzo di coltura secondo la rivendicazione 1 o 2 r^* * 

di 23-30-C „ ^~r 0 tt ° meZ2 ° * °*»» a tempe^tu™ 

12. Metodo secondo la rivendicaziOT!* n „ 

13. Metodo secondo la rivendicazione 12 in cui deH» fx * J - 

minerale e costituita da nitrati o sali d'alTn 1 * ^ 

quantita complessiva non su^eriore * ^TZT * 6 * 

mezzo di coltura e nnrferiWlm T pCSO Se ° C ° * detto 

COiCura e prefenbdmente in quantita comoresa fra =; » jav ^ , 
peso secco di detto mezzo di coltura. coin P" S a fra 5 e 8% del 
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RIASSUNTO 

E' descritto un mezzo di coltura per funghi filamentosi comprendente 
almeno una fonte di carbonio scelta dal gruppo costituito da melassa, 
5 estratto di malto e saccarosio e almeno una fonte di azoto organico 
scelta tra estratto di lievito e "corn steep liquor"; e descritto inoltre un 
metodo per produrre su scala industriale funghi filamentosi, in 
particolare funghi nematofagi, comprendente la fase di seminare conidi 
di tali funghi nel succitato mezzo di coltura e mantenere tale mezzo di 
10 coltura a texnperatura di 23-30°C per un tempo di 5-10 giomi per 
determinare la riproduzione e la crescita dei funghi. 
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